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the overproduced ‐amylases AmyE  from B. subtilis and AmyL  from Bacillus  licheniformis. Further, 
secretion of  the overproduced  serine  protease BPN'  from Bacillus  amyloliquefaciens was  severely 
impaired  in  the  absence of RasP.  Importantly, overexpression of  rasP  resulted  in 3‐fold  increased 
production of a serine protease from Bacillus clausii, and 2.5‐ to 10‐fold increased production of an 
AmyAc α‐amylase from Paenibacillus curdlanolyticus, depending on the culture conditions. Of note, 

























Much effort has been made  to optimize protein secretion  in B. subtilis. Major  improvements were 





(Westers  et  al.  2006).  Further  improvements  in  protein  secretion were  achieved  at  lab‐scale  by 
overexpression of the signal peptidase SipS (Bolhuis et al. 1996), the peptidyl‐prolyl cis/trans isomerase 
PrsA (Kontinen and Sarvas 1993), or the staphylococcal thiol‐disulphide oxidoreductase DsbA (Kouwen 
et al. 2007). Nonetheless,  serious bottlenecks  in  the protein export process per  se have  remained 













2012).  These  proteases  are  conserved  in  all  domains  of  life where  they  have  roles  in  regulated 
intramembrane proteolysis. For  instance, the Escherichia coli S2P named RseP was shown to cleave 
signal peptides upon  their  signal peptidase‐mediated  liberation  from  secretory precursor proteins 
(Akiyama et al. 2004; Saito et al. 2011). B. subtilis RasP was shown to cleave the anti‐sigma factor RsiW 
under conditions of oxidative‐ or temperature stress, causing  induction of the so‐called σW regulon, 
which  is believed  to  support  cell  envelope  integrity  and  to mitigate  effects  of  extracellular  stress 
(Heinrich et al. 2009; Heinrich et al. 2008;  Zweers et al. 2012; Helmann 2016). Therefore, the present 
study was aimed at determining whether RasP  could be a bottleneck  for protein production  in B. 









0.5 mM MgSO4, 0.2 mM MnCl2, 0.03 mM calcium  chloride, and 0.0053%  ferric ammonium  citrate. 
Growth media were  supplemented with  neomycin  15 µg/ml  or  phleomycin  4 µg/ml  to  select  for 
particular gene deletions. Chloramphenicol was added to 5 µg/ml or 25 µg/ml for, respectively, the 
selection  of  chromosomally  integrated  amylase  or  protease  expression  cassettes  and  their 

































































Tbpn’,  terminator  structure  of  B.  amyloliquefaciens  bpn’;  EmR,  Erythromycin  resistant;  PhleoR, 





































using  primer  combinations  P0/P4  and  P0/CI2.rev  (Table  2) were  performed  to  verify  the  correct 
deletion. To achieve overproduction and secretion of AmyE (Yang et al. 1983), AmyL (Yuuki et al. 1985) 












AmyAc  family  [NCBI  reference  sequence:  WP_040711139]),  the  respective  genes  were  ordered 
synthetically (GeneArt, Thermofisher Scientific) and fused to the promoter and signal sequence of aprE 
as  described  above.  For  transcription  termination,  the  native  BPN’  terminator  was  used.  Genes 
encoding the five afore‐mentioned secretory proteins were  integrated  into the aprE  locus by single 




2011) containing  the  kan  gene  for  kanamycin  resistance was  constructed using  the CPEC  strategy 
described by Quan et al. (Quan and Tian 2009). Plasmid pHT315‐Pspac was amplified by PCR using the 
primers pHT315CPEC.fw and pHT315CPEC.rev. In parallel, the kan gene was amplified from the vector 
pGDL48  (Meijer  et  al.  1995),  using  the  primers  kanaCPEC.fw  and  kanaCPEC.rev  both  containing 
approximately 30 bp overlap with the pHT315‐Pspac vector. The two resulting PCR fragments were fused 
and amplified by PCR, and  the resulting amplicon was used  to  transform competent cells of E. coli 
strain  TG1.  The  plasmid  thus  obtained  was  named  pHTK315.  Next,  plasmid  pHTK315‐rasP  was 
constructed  following  the  same  strategy.  For  amplification  of  pHTK315,  the  primer  combination 
pHT315rasP.fw/pHT315rasP.rev was  used,  and  rasP was  amplified  using  the  primer  combinations 












measuring  and  correcting  for  the  optical  density  at  600  nm  (OD600),  equal  amounts  of  cells were 
separated  from  the  culture medium  by  centrifugation.  For  the  analysis  of  extracellular  proteins, 
proteins  in  the  culture medium  were  precipitated  with  trichloroacetic  acid  (TCA;  10%  w/v  final 





















Because  of  the  high  proteolytic  activity  of  BPN’,  which  also  degrades  antibodies,  the 
immunoprecipitation of BPN’ was performed in the presence of a specific serine protease inhibitor (4 
mM, Pefablock SC, Roche). Due  to aspecific binding of  the BPN’ antibodies  to unidentified cellular 
proteins of B. subtilis, the immunoprecipitation of BPN’ was only performed to assay secreted BPN’ in 
TCA‐precipitated culture medium samples. Labeled proteins were separated by LDS‐PAGE using 10% 
NuPage gels  (Life Technologies) and visualized using a Cyclon Plus Phosphor  Imager  (Perkin Elmer). 
Quantification of the obtained data was achieved by making use of the ImageJ software. 
For  pulse‐chase  labeling  studies  on  the  complementation  of  the  ΔrasP mutation,  cells  containing 
pHTK315‐rasP or control cells containing the empty vector pHTK315 were pre‐cultured for 20 h in MBU 
with  2.5 µg/ml  chloramphenicol,  because  these  cells  grow  slightly  slower  than  cells without  such 
plasmids. One hour prior to labeling with [35S]‐methionine, the cells were diluted to an OD600 of ~0.7 
in fresh MBU with 2.5 µg/ml chloramphenicol containing 25 µM Isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside 









25 ml of MBU medium  in Ultra Yield FlasksTM, and culturing was continued at 37°C  (250  rpm, 70% 
humidity). Samples were withdrawn from the cultures at 18, 25, 41, 48 and 65 h of growth for OD600 
readings  and  protease  activity  measurements.  OD600  was  determined  using  a  SpectraMax 
spectrophotometer (Molecular Devices, Downington, PA, USA). Protease activity in the samples was 
determined by incubating sample aliquots with the synthetic substrate N‐Succinyl‐Ala‐Ala‐Pro‐Phe p‐
nitroanilide  (Sigma  Chemical  Co)  and  absorbance  readings  at  405  nm  using  a  SpectraMax 
spectrophotometer, as described previously in WO 2010/144283.  











representative model proteins was assessed  in  the  resulting ΔrasP strain. Specifically,  the secreted 
model  proteins  were  the  α‐amylase  AmyE  from  B.  subtilis,  the  α‐amylase  AmyL  from  Bacillus 
licheniformis  and  the  serine  protease BPN’  from B.  amyloliquefaciens.  The  respective  genes were 















Next,  cells  and  growth media were  separated by  centrifugation. Proteins  in  growth medium  fractions were 
precipitated with TCA and analyzed by LDS‐PAGE. Protein bands were visualized with the SimplyBlue SafeStain. 
Molecular weights of marker proteins are  indicated  (in kDa) on  the  left  side of each gel  segment. Secreted 









mutation can be complemented with  rasP expressed  in  trans. Of note,  the wild‐type cells grew  to 
higher optical densities at 600 nm  (OD600 ~25) than the ΔrasP cells  (OD600 ~15), but this effect was 





























Figure  3:  IPTG‐dependent  complementation  of  the  ΔrasP  mutation  in  AmyE‐producing  cells  containing 
pHTK315‐rasP. ΔrasP mutant bacteria overproducing AmyE  and  carrying  either pHTK315‐rasP or  the  empty 
vector pHTK315 were grown  for 16 h  in MBU with 2.5 µg/ml chloramphenicol. Next  rasP expression  in cells 
containing pHTK315‐rasP, where rasP is transcribed from the IPTG‐dependent Pspac promoter, was induced for 4 
h by the addition of IPTG to different end concentrations as indicated. ΔrasP mutant bacteria carrying the empty 









gives  the optimization of  their production  in B.  subtilis a  lower  commercial  impact. Therefore, we 








































expression  may  be  beneficial  for  secretory  protein  production,  we  investigated  the  effect  on 





































































































































possible  scenarios.  Firstly,  RasP  may  facilitate  the  removal  of  cleaved  signal  peptides  from  the 
membrane  (Saito  et  al.  2011),  secondly,  RasP may  clear  the membrane  of mislocalized  secretory 
precursor proteins that may  interfere with essential membrane processes (Heinrich et al. 2009), or 
thirdly, overproduced RasP may modulate expression of σw‐dependent genes that somehow influence 




preprotein  translocation motor  (Cunningham and Wickner 1989) and/or on  signal peptidases  that 
convert translocated precursors of secretory proteins to the mature form  (Wickner et al. 1987). Of 








GRAS,  Generally  Recognized  As  Safe;  IPTG,  Isopropyl  β‐D‐1‐thiogalactopyranoside;  LDS,  Lithium 
Dodecyl Sulphate; OD600, optical density at 600 nm; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; PCR, 
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